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論文内容要旨
 精巣に存在する精巣血液関門は精細管内の環境の恒常性を維持し,正常な精子形成を営む。そ
 の血液関門の機能の一つに細胞膜を介した選択的な物質の輸送機構がある。近年のこの機構の一
 翼を担う膜機能分子群として有機アニオントランスポーターに属する膜蛋白のいくつかが単離さ
 れてきている。我々の共同研究グループは以前,血液網膜関門が存在するラットの網膜より
 oatp2とoatp3の2種類の有機アニオントランスポーターを単離した。
 今回,我々は血液精巣関門が存在する精巣に着目した。発現遺伝子のデータベースである
 GenBankdatabasedbESTを既知の有機アニオントランスポータの塩基配列情報をもとにスク
 リーニングして2つの有機アニオントランスポーター相同のクローン(GellBank登録番号AL
 O40464,ALO42741)を得た。この2クローンをPCR法を用いて増幅した遺伝子断片をプロー
 ブとして,40万クローンからなるラット精巣cDNAライブラリーをhybridization法を用いて
 スクリーニングし,2つの新規有機アニオントランスポーターのcDNAを単離した。我々はこ
 の2つのクローンを精巣特異的に発現するトランスポーターとして,TST(testisspecific
 transporter)一1及びTST-2と名付けた。
 TST-1,TST-2はそれぞれ,748及び701アミノ酸からなり,互いに42%の相同性をアミノ酸
 レベルで有していた。TST-1とTST-2とも他の既知の有機アニオントランスポーターとはアミ
 ノ酸レベルで20から30%程度の相同性を有しており,有機アニオントランスポーターのsuper
 genefamilyにおいて新たな一群である可能性があった。
 TST-1及びTST-2のcDNAクローンから合成した相補的RNAをマイクロインジェクション
 し,これらの蛋白を発現させたアフリカルメガエル卵母細胞を用いた各種の放射性同位体標識の
 化学物質の取り込み実験で,TsT-1とTST-2は共にtaurocholicacid(以下TcA)と
 dehydroepiandrosteronesulfate(以下DHEAS)及びthyroxine(以下丁4)をMichaelis-
 Mentenの式に従い,基質の濃度依存性に飽和的に輸送することが判明した。さらに10μMの
 [3H]TCAに対して十倍濃度の各種基質で取り込みの阻害実験を行ったところ,TCAと
 DHEASで特に有意の取り込み阻害を示した。
 TST-1とTST-2発現の臓器分布を検索するため,ノザンブロット法による検討を行った。プ
 ローブはTST-1とTST-2とも3末端の非翻訳領域を含むそれぞれ,0.6kbと0.9kbのものを用
 いた。TST-1,TST-2ともに心臓,肝臓,肺,膵臓,脾臓,腎臓,骨格筋に発現は認められず,
 精巣のみにそれぞれ約2.7Kbと2.5kbのバンドが検出された。さらに,詳しい臓器分布の検索
 を進めるため,10週齢のSprague-Dawleyラット(以下SDラット)の精巣,精巣上体,卵巣,
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 副腎,及び生殖器が未成熟の3週齢SDラットの精巣,精巣上体,副腎より抽出したtotalRNA
 を用いてノザンブロット法を行った。ここで,TST-1は前回と同様のバンドが8週齢,3週齢
 とも精巣に検出され,さらに弱いながら,精巣上体,卵巣,副腎においても同バンドが検出され
 た。TST-2では,精巣にのみ発現が認められ,かっ,2.5kbに加えて,約7.5kbと6kbの新た
 なバンドが精巣にのみ検出された。
 各臓器内での発現を組織学的に検討するため,ノザンブロットで使用したのと同部位のプロー
 ブを用いたジゴキシゲニン標識によるi'マ5吻hybridizationを行った。正常大人SDラットの精
 巣,精巣上体,卵巣と3週齢SDラット精巣の組織について検討を行ったところ,精巣において
 は,精祖細胞,セルトリ細胞,ライディッヒ細胞にシグナルが検出され,さらに弱く精母細胞に
 も発現が認められたが,精子には明らかな発現は認められなかった。精巣上体では上皮細胞にお
 いて発現が認められた。卵巣においては,卵胞の顆粒層及び内卵胞膜細胞層と考えられる細胞に
 シグナルが観察された。3週齢の未熟な精巣では,精細管内の円形の細胞全般と間質に散在する
 細胞にシグナルが認められ,それぞれセルトリ細胞及びライディッヒ細胞と推測された。
 以上のように,ラット精巣より単離された2つの新規有機アニオントランスポーターはTCA,
 抱合ステロイドのDHEASと甲状腺ホルモンを輸送し,その発現は精巣に強く限局的だが,精
 巣上体,卵巣にも発現していた。組織学的な発現の検討から,これらの新規トランスポーターが
 精巣血液関門での抱合ステロイドの輸送蛋白として機能することや,ステロイド合成における前
 駆体となる抱合ステロイドの細胞内取り込み機構を担う可能性が示唆された。さらに精子形成の
 開始前より,精巣の生殖細胞に発現することから,甲状腺ホルモンによる新生児期から性的成熟
 期にいたる精巣の発達の制御に関与することも考えられた。
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 審査結果の要旨
 精巣に存在する精巣血液関門は精細管内の環境の恒常性を維持し,正常な精子形成を営む。そ
 の血液関門の機能の一つに細胞膜を介した選択的な物質の輸送機構がある。近年,この機構の一
 翼を担う膜機能分子群として有機アニオントランスポーターに属する膜蛋白のいくつかが単離さ
 れてきている。
 本研究では,ラット精巣cDNAライブラリーから2っの新規有機アニオントランスポーター
 のcDNAを単離,精巣特異的に発現するトランスポーターとして,TST(testisspecifictrans-
 porter)一!及びTST-2と名付けた。TST-1,TST-2はそれぞれ,748及び701アミノ酸からなり,
 互いに42%の相同性をアミノ酸レベルで有していた。TST-1とTST-2とも他の既知の有機アニ
 オントランスポーターとはアミノ酸レベルで20から30%程度の相同性を有しており,有機アニ
 オントランスポーターのsupergenefamilyにおいて新たな一群である可能性があった。TST-1
 及びTST-2を発現させたアフリカツメガエル卵母細胞を用いた実験では,共にtaurocholic
 acid(以下TCA)とdehydroepiandrosteronesulfate(以下DHEAS)及びthyroxine(以下
 丁4)をMichaelis-Mentenの式に従い,基質の濃度依存性に飽和的に輸送することが明らかと
 なった。また,これらトランスポーターの発現は精巣に強く限局的だが,精巣上体,卵巣にも発
 現していた。組織学的な発現の検討から,これらの新規トランスポーターが精巣血液関門での抱
 合ステロイドの輸送蛋白として機能することや,ステロイド合成における前駆体となる抱合ステ
 ・イドの細胞内取り込み機構を担う可能性が示唆される。さらに精子形成の開始前より,精巣の
 生殖細胞に発現することから,甲状腺ホルモンによる新生児期から性的成熟期に至る精巣の発達
 の制御に関与することも考えられた。
 〈意義〉本研究は精巣に発現する新規トランスポーターの発見とその機能を明らかにしている。
 科学的に優れた論文であり,十分学位に価する。
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